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© Enzymatisches Verfahren zur Herstellung von N-Acetylneuraminsaure. 

© N-AcetylneuraminsSure wlrd ausgehend von N-Acetylglucosamin in einem Reaktor erhalten, der sowohl N- 
Acylglucosamin-2-Epimerase (E.C. 5.1.3.8) fur die Isomerisierung des GlcNAc in ManNAc enthalt, als auch die 
fur die Umsetzung des gebildeten ManNAc mit BrenztraubensSure zu Neu5Ac befShigte N- 
AcetylneuraminsSure-Pyruvat-Lyse (E.C. 4.1.3.3) und in den GlcNAc und Pyr eingespeist und aus dessen Ablauf 
NeuSAc gewonnen wird. Vorzugsweise wird kontinulerlich und insbesondere im Enzymmembranreaktor bei pH 
7,5 und 25* C gearbeitet, speziell mit Verweilzeiten von 0,2 bis 10 h, sowie mit UberschUssigem GlcNAc 
gegenUber Pyr, das gegebenenfalls nachdosiert wird. Epimerase und Lyase Hegen vorzugsweise im Reaktor in 
einem Aktivitatsverhaltnis vor, das dem Kehrwert des Quotienten aus den Umsetzungsgeschwindigkeiten 
entspricht. 
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ENZYMATISCHES VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON N-ACETYLNEURAMINSAURE 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung von N-Acetylneuraminsaure durch (a) 
Isomerisierung von N-Acetylglucosamin in Gegenwart von N-Acylglucosamin-2-Epimerase (E.C. 5.1.3.8) zu 
N-Acetylmannosamin, das dann (b) in Gegenwart von N-Acetylneuraminsaure-Pyruvat-Lyase (E.C. 4,1.3.3) 
mit Brenztraubensaure zu N-AcetylneuraminsMure umgesetzt wird. 
5 N-Acetylneuraminsaure (im folgenden abgekurzt als NeuSAc) ist der wichtigste Vertreter der Stoffklasse 
der Sialinsauren. Sialinsauren besetzen die Glycid-Enden von Glycokonjugaten wie Glycolipiden und 
Glycoproteinen, die sich z.B. auf den ZelloberflSchen befinden und wichtige Funktionen bei der Differenzie- 
rung, Reifung und intrazellularen Wechselwirkung von Zellen ausGben. Die Synthese von kurzkettigen 
Oligosaccchariden mit endstandigen Sialinsa'uren, besonders der Neu5Ac, gewinnt dabei zunehmend an 
70 Interesse. Auch Uber die Behandlung von Krebserkrankungen durch Neu5Ac-Derivate wird berichtet (siehe 
S. Sabesan u.a., J. Am. Chem. Soc. 108 (1986), 2068-2080; R. Schauer, R. Adv. Carbohydr. Chem. 
Biochem, 40, (1 982), 1 31 -234). 

Neu5Ac wird bisher aus naturlichen Quellen isoliert (Kuhmilch, Schwalbennester; vgl. Schauer a.a.o.). 
Diese Quellen sind jedoch in ihrer Verfugbarkeit limitiert und die Aufreinigung ist aufgrund der Vielzahi von 
15 darin vorkommenden SialinsSuren schwierig und zeitaufwendig. 

Die enzymatische Synthese von NeuSAc aus N-Acetylmannosamin und Brenztraubensaure pm folgen- 
den mit Man N Ac und Pyr abgekurzt) ist bereits seit den 60iger Jahren bekannt (Comb u.a., J. Biol. Chem. 
235 (1960), 2529-2537). Das verwendete Enzym ist die N-AcetylneuraminsSure-Pyruvat-Lyase (E.C. 
4.1.3.3), im folgenden kurz Lyase genannt. Dabei lauft folgende Reaktion ab: 

20 
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N-Acetylmannosamin Brenztraubensaure N-Acetylneuramin- 

saure 

(ManNAc) (Pyr) (NeuSAc) 

In neueren Arbeiten (M.-J. Kim u.a., J. Am. Chem. Soc. 110, (1988) 6481-6486 sowie C. Auge* u.a., 
Tetrahedron Letters 30, (1989), 2217-2220) wird uber die Synthese von Neu5Ac berichtet, bei der die Lyase 
in immobilisierter Form auf unloslichen Tragern (PAN oder Agarose) kovalent angekoppelt verwendet wird. 
Bei dleser Form der Immobilisierung sind prinzipiell AktivitStsverluste durch die Kopplung zu verzeichnen. 
Eine kontinuierliche Produktlon unter Verwendung des tragerfixierten Enzymes ist nur mit zugesetzten 
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antlbakteriell wirksamen Mitteln mdglich. 

Ausgangsmaterial fUr diese N-Acetylneuraminsa'urebildung ist das relativ teure N-Acetylmannosamin, 

auf. dessen Zuganglichkeit aus N-Acetylglucosamin (GlcNAc) bereits im oben zitierten Aufsatz von M.-J. 

Kim hingewiesen wird, der als Moglichkeiten zur ManNAc-Gewinnung eine basenkatalysierte Isomerlsierung 
5 von GLcNAc unter Bildung von Man N Ac auf chemischem Wege Oder die Einbeziehung einer epimeraseka- 

talysierten Isomerisierung von GlcNAc zu Man N Ac in den Herstellungsprozefl von Neu5Ac in Erwagung 

zieht, ohne da/J jedoch irgendwelche konkreten Angaben gemacht werden, obwohl die Epimerase und deren 

Brauchbarkeit zur Umwandlung von GlcNAc in ManNAc seit langem bekannt waren (sfehe Ghosh et al. J. of 

Biol. Chem. 240 (1965) 1531-6). 
70 Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu schaffen, bei dem zum einen 

von dem billigeren GlcNAc ausgegangen wird und zum anderen irgendwelche Zwischentrennungen vermie- 

den werden konnen und vorzugsweise AktivitStsminderungen vermieden werden. 

Das zu diesem Zweck entwickelte erflndungsgemS/3e Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, da/? man 

die N-Acetylneuraminsaurebildung in einem Reaktor herbeifUhrt, der sowohl die Epimerase als auch die 
75 Lyase enthalt und in den N-Acetylglucosamin und Pyruvat eingespeist werden und aus dessen Ablauf die 

N-Acetylneuraminsaure gewonnen wird. 

Das Verfahren nutzt in eleganter Weise die Tatsache aus, da/3 GlcNAc nicht von der Lyase umgesetzt 

wird und da/3 letztere relatfv billig ist und daher unter Bedingungen eingesetzt werden kann, die fur die 

Aktivitat der Lyase nicht optimal sind. Es basiert auf der Erkenntnis, da/3 die Stabilitats-und pH-Optima 
20 beider Enzyme ahnlich sind. Durch eine Optimierung der Reaktionsbedingungen konnen die Aktivitaten 

belder Enzyme, der Epimerase und der Lyase, aufeinander abgestimmt werden und z.B. die inhibierende 

Wirkung des Pyruvats auf die Epimerase durch mindere Pyruvatkonzentrationen zurGckgedrangt werden. 

Das im Reaktionssystem vorhandene Pyruvat bildet selbst bei relativ geringen Konzentrationen einen 

erheblichen Uberschu/3 gegenUber dem entstehenden ManNAc, so dafl die Umsetzung zur Neu5Ac glatt 
25 verlMuft unter Verbrauch von ManNAc, dessen Bildung aus GlcNAc dadurch begUnstigt wird. 

Geeignete Konzentrationen im Reaktor liegen bei 50 - 500 mMol GlcNAc/l insbesondere bei etwa 200 

mMol GlcNAc/l und 30 - 200 mMol Pyruvat/I Insbesondere 50 - 150 mMol Pyruvat/I, spezlell urn etwa 80 

mMol Pyruvat/I. 

Vorzugsweise wird kontinuierlich und insbesondere in einem Enzymmembranreaktor gearbeitet. 
30 Im Enzymmembranreaktor (EMR) werden die in loslicher Form darin vorliegenden Enzyme durch die 
vor dem Reaktorausgang befindliche Ultrafiltrationsmembran mit entsprechendem cut-off zurOckgehalten. 
Eine Tragerfixierung mit entsprechenden Aktivitatsminderungen erUbrigt sich daher. Der Reaktor kann vor 
Betrlebsbeginn sterilisiert werden, so da/3 auf die Zugabe antlbakteriell wirksamer Mittel verzichtet werden 
kann. 

35 Da der EMR unter Auslaufbedingungen arbeitet, kann ebenfalls auf Puffersubstanzen verzichtet werden, 
wenn der Einlauf-pH entsprechend eingestellt wird. Der Verzicht auf diese Stoffe erleichtert die spatere 
Produktisolierung, die analog zu beschriebenen Verfahren erfolgt (vgl. R. Schauer a.a.o.) 

Die beigefugten Zeichnungen dienen dem besseren VerstSndnfs der Erfindung. Es zeigen im einzelnen: 
Rgur 1, 2 und 4 Kurven fUr die relative AktivitSt der Enzyme in Abha*nglgkeit vom pH-Wert; 
40 Rgur 2A die relative Aktivitat der Epimerase in Abha'ngigkeit von der Pyruvat-Konzentration; 

Rgur 3 die Abhangigkeit der Gleichgewichtskonstanten der Neu5Ac-Bldg. von der Temperatur; 

Rgur 5 den Gleichgewichtsumsatz in Abhangigkeit vom Pyr/ManNAc-Verha"ltnis fGr unterschiedliche 

ManNAc-Konzentrationsbereiche; 

und 

45 Rgur 6 das Elutionsverhalten von ManNAc, Neu5Ac und Pyr-H auf einer AnionenaustauschersSule. 

Der Einsatz sowohl der Epimerase als auch der Lyase in demselben Reaktionssystem macht die 
Auswahl geeigneter Reaktionsbedingungen notwendig, die der enzymatischen Aktivitat beider Enzyme 
angepaflt ist: 

Es wurde daher zuna"chst die pH-Abhangigkeit der enzymatischen Reaktionen sowohl fur die Neu5Ac- 
50 Bildung mitttels Lyase als auch der ManNAc-Blldung mittels Epimerase untersucht: Die angefUgten Rguren 

1 und 2 zeigen die fllr 25 *C gefundenen Kurven, aus denen hervorgeht, da/3 ein urn den Neutralbereich (pH 

7) herum gewa'hlter pH-Wert fUr beide Reaktionen gUnstig ist. 

Die Untersuchung der TemperaturabhSnglgkelt der Gleichgewichtskonstanten der Neu5Ac-Bildung bei 

pH 7,5 (s. Rgur 3) ergab, da/3 fOr die Neu5Ac-Bildung grundsMtzlich moglichst niedrige Temperaturen 
55 nutzlich sein soliten: Da jedoch bei niedriger Temperatur (von z.B. 10* C) eine deutliche Verminderung der 

EnzymaktivitSt auftrrtt und die fUr die Umsetzung als vorgelagerte Reaktionen geschwindigkeitsbestimmen- 

den Mutarotationseffekte der Zucker ( a-Anomer 5± /3-Anomer) bei niedrigen Temperaturen weniger rasch 

ablaufen, erscheinen Arbeiten urn 25* C zweckmSfiig, 
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Wis Figur 2A zeigt, wird die Isomerlsierung von GlcNAc zu ManNAc durch BrenztraubensSure mlt 
stelgender Konzentration derselben zunehmend gehemmt. Welter Versuche zelgen, dafl auch die als 
Produkt gewunschte N-Acetylneuraminsaure inhibierend auf die Epimerase wirkt. 

In den EMR werden fUr die im gleichen Reaktionssystem ablaufende zweistufige Synthese GINAc und 
5 Pyru vat eingespeist. Bei Anwesenheit der Epimerase und Lyase im Reaktor findet dann zunachst eine 
Umwandlung von GlcNAc In ManNAc mittels der AcyIglucosamin-2-Epimerase (E.C. 5.1.3.8; Datta, Methods 
in Enzymology 41^ (1975) 407-411) , nach folgender Gleichung statt: 



w 




NHCOCH3 



(GlcNAc) (ManNAc) 

20 

Das sich bildende ManNAc steht sich dann einem groj3en Oberschufl an Pyruvat gegenUber, wodurch 
die anschlle/tende Umsetzung zur Neu5Ac gef6rdert wird. 

Deren RUckreaktion wird ferner durch die im Vergleich zur gebildeten NeuSAc in erheblichem Ober- 
25 schu/S vorhandene Pyruvatmenge stark gehemmt, wie aus Figur 4 zu entnehmen ist. 

Rgur 5 zeigt schlieflllch, da/3 durch die naturgema/J im erfindungsgemSflen Reaktionssystem im starken 
Oberschu/3 vorhandene Pyruvatmenge die Verlagerung der Gieichgewichtskonstanten der Neu5Ac-Bildung 
zu hoheren Werten begUnstigt wird. 

Da die Isomerlsierung und Neu5Ac-Bildung im gleichen System mit Hilfe der gleichzeltig anwesenden 
30 Enzyme nebeneinander ablaufen sollen, ist es wichtig. daJ3 die Aktivitaten der Enzyme aufeinander 
abgestimmt sind, wobei davon auszugehen ist, da/3 im Gleichgewicht etwa gleiche UmsStze erreicht werden 
soliten. 

Danach erscheint ein Aktivitatsverha'ltnis beider Enzyme im Reaktor zueinander ntitzlich, dessen Wert 
dem Kehrwert des Quotienten aus den jeweiligen enzymatischen Umsetzungsgeschwindigkeiten entspricht. 
35 Bei der Einspeisung der Ausgangsstoffe GlcNAc und Pyruvat ist zu berGcksichtlgen, dafl der GlcNAc- 
Menge eine beherrschende Funktion zukommt, so da/3 dieses in zumindest vergleichbaren molaren 
Konzentrationen Im Reaktor vorliegen sollte, vorzugsweise jedoch im Oberschu/3 gegenuber Pyruvat 
angewandt wird. Gro/te PyruvatUberschUsse soliten vermieden werden, da die Epimerase durch Pyruvat 
inhibiert wird. 

40 Die gebildete Neu5Ac unterliegt entsprechend der Gleichgewichtslage durch RUckreaktion elner mehr 
oder minder starken erneuten Aufspaltung. Diese Reaktion wird zwar durch PyruvatUberschu/3 gehemmt 
(siehe Figur 4), jedoch erscheint es zweckmSBig, kontinuierlich Reaktionsmedium aus dem EMR Qber eine 
lonenaustauschersaule zu schicken und den Rest in den Reaktor zurUckzufuhren. Zwei im Wechsel 
betrlebene Sauien sind zweckmafiig. 

45 Wie Rgur 6 zeigt, wird auf einer AnionenaustauschersSule (Dowex 1 x 2, Formiat, 25 *C) Neu5Ac 
stMrker als ManNAc festgehalten und kann somit auf der SSule angereichert werden. Ebenfalls gebundenes 
Pyr mu/3 entsprechend ersetzt werden. 

FOr die optimierte Gesamtumsetzung erscheinen nach bisher vorliegenden Erfahrungen Verweilzeiten 
von 0,2-10 std., insbesondere von ca. 4 std., nutziich. 

50 In Anbetracht des gefundenen breiten pH-Bereichs fur abgestimmte Reaktionen, wie aus Rgur 1 und 2 
hervorgeht, kann ohne nennenswerten AktivitStsverlust zwischen pH 6 und 8 gearbeitet werden. Dieser 
breite Bereich erleichtert das Arbeiten im kontinuierlichen Betrieb ohne Verwendung von Puffersubstanzen, 
da kleine pH-Schwankungen sich kaum auf den erzielten Umsatz auswirken. Der Verzicht auf Puffersubstan- 
zen ist deshalb erstrebenswert, weii dadurch die Aufarbeitung erleichtert wird. 

55 Puffersubstanzen sind normalerweise ionische Verbindungen, die auf dem zur Produktisolierung ver- 
wendeten Anionenaustauscher ebenfalls gebunden werden und durch geelgnete chromatographische Bedin- 
gungen getrennt werden mU/3ten. Ein typisches Chromatogramm ist In Rgur 6 dargestellt. Es wurde ein 
Anionenaustauscher Dowex 1X2, Formiat-Form, verwendet. Als Elutionsmittel diente AmeisensMure, 1 mol/I. 
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Ein scale up urn den Faktor 8 wurde fUr die SSule durchgefUhrt, wobei die Trennleistung erhalten blieb. 
Beispiel fUr die enzymkatalysierte Produktion von N-Acetylneuraminsaure im Enzym-Membran-Reaktor 

5 



Zulaufkonzentrationen der Substrate 


N- Acety Ig I ucosam I n 


200 • 10~ 3 mol/i 


Na-Pyruvat 


100 • 10~ 3 mol/l 


ATP 


5 • 10-" 3 mol/l 


MgCI 2 • 6 H 2 0 


5 • 10- 3 mol/l 



Die Substrate werden in Wasser gelost. Mit verdUnnter Natronlauge wird ein pH von 7,2 eingestellt 



20 



Ezymkonzentrationen im 


Reaktor 


Epimerase 


11,9 mg/ml 


Aldolase 


3,4 mg/ml 



25 



Betriebsbedingungen 


Temperatur 


25° C 


pH 7,2 bis 7,5 am 




Reaktorauslauf 




Reaktorvolumen 


12 ml 


Verwelzeit 


2,85 g 



Ergebnis 

Am Reaktorauslauf werden folgende Konzentrationen gemessen: 



- N-AcetylneuraminsSure 


35 mmol/l 


- N-Acetylmannosamin 


20 mmol/l 



Bezuglich des eingesetzten Na-Pyr wird ein Umsatz von 35 % erreicht. Die Raum-Zeit-Ausbeute fGr N- 
Acetylneuraminsaure betrSgt 109 g/(l " d). 



Anspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von N-Acetylneuraminsaure durch (a) Isomerisierung von N-Acetylglucosamin 
in Gegenwart von N-Acylglucosamin-2-Epimerase (E.C. 5.1.3.8) zu N-Acetylmannosamin, das dann (b) in 
Gegenwart von N-Acetylneuraminsaure-Pyruvat-Lyase (E.C. 4.1.3.3) mit Brenztraubensaure zu N-Acetylneu- 
raminsSure umgesetzt wird, 
dadurch gekennzelchnet, 

da/3 man die N-Acetylneuraminsaurebildung in einem Reaktor herbeifuhrt, der sowohl die Epimerase als 
auch die Lyase enthalt und in den N-Acetylglucosamin und Pyruvat eingespeist werden und aus dessen 
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Ablauf die N-Acetylneuraminsaure gewonnen wird. 
2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 
da/3 man die Umsetzung kontinuierlich durchfuhrt. 
5 3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/J man die Umsetzung in einem Enzymmembranreaktor mit einer Ultrafiltrationsmembran mit einem cut- 
off vom £ 1000 u durchfuhrt. 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

dai3 die Epimerase und die Lyase im Reaktor in einem Aktivitatsverhaltnis vorliegen, das dem Kehrwert des 
Quotienten aus den jeweiligen enzymatischen Umsetzungsgeschwindigkeiten entspricht 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

75 dafl im Reaktor fur einen Uberschufl an N-Acetylglucosamln gegenOber Pyruvat gesorgt wfrd, das gegebe- 
nenfalls nachdosiert wird. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daiJ man den Reaktorablauf durch eine lonenaustauschersaule zur Abtrennung der N-Acetylneuraminsaure 
20 schickt und den Rest in den Reaktor zuruckfuhrt. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl man die enzymatischen Reaktionen bei pH 7,5 und 25 *C ablaufen la/Jt. 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 3 bis 7, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

dafl mit mittleren Verweilzeiten von 0,2-10 h, insbesondere von 4 h gearbeitet wird. 
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